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O presente trabalho objetivou identificar os perfis de ERIC-PCR em
E. coli e E. coli O157:H7, isoladas de superficies de meias-carcagas
quentes e resfriadas de bovinos de dois matadouros-frigorificos do
estado de Goias, além de verificar a capacidade de discriminagao
dessa metodologia. A técnica de ERIC-PCR foi utilizada para a
caracterizagdo molecular das 111 amostras analisadas, sendo
obtidos 32 perfis distribuidos em 90 cepas de E. coli e oito perfis
distribuidos em 16 cepas de E. coli O157:H7. Do total de amostras,
duas cepas de E. coli e cinco de E. coli O157:H7 eram nao tipaveis.
Os perfis de ERIC-PCR de E. coli variaram de um a 18 fragmentos.
Obteve-se alta discriminagédo entre as cepas de E. coli e E. coli
0157:H7 por ERIC-PCR, cujo indice foi de 0,96.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas foram identificadas novas espécies de microrganismos patogénicos e
verificado o reaparecimento de agentes ja conhecidos, como também foram desenvolvidos métodos
mais eficazes para seu isolamento e detec¢do. Mudancas demogréficas e alteragées nos habitos
alimentares tém provocado modificagBes tecnologicas na industria com relacdo a formulacéo, ao
processamento e a distribuicdo dos alimentos. Essas modificacfes, associadas a habilidade dos
microrganismos de se desenvolverem rapidamente e se adaptarem ao ambiente tém acarretado
novos desafios para o sistema alimentar (ROWLANDS et al., 2007).

O isolamento e a identificac@o de E. coli O157:H7 em fezes de bovinos em vérias regibes
do Brasil devem ser considerados, uma vez que a carne pode ser contaminada nos matadouros-
frigorificos durante a evisceragao dos animais, mediante contato com a pele previamente contaminada
com fezes ou por contaminagéo cruzada (STELLA et al., 2008).

AdeteccaodeE. coliO157:H7 em superficie de meias-carcacas bovinas quentes e resfriadas
em matadouros-frigorificos de grande porte no Estado de Goias, cuja producéo € voltada para o
mercado externo, é preocupante e serve de alerta as autoridades sanitarias, quando considerada a
gravidade das complica¢fes provocadas pela doenga (RIOS, 2005).

Relatos de casos esporadicos de diarréia associados a E. coli O157:H7, ocorridos no Brasil,
mostram a necessidade de efetiva investigacdo epidemioldgica, mediante técnicas laboratoriais
avancadas para a caracterizacao da bactéria, assim como a busca de notificacdes dos casos pelos
médicos e a analise laboratorial dos alimentos ingeridos.

A descoberta de que os genomas procaridticos continham sequéncias repetitivas de DNA
expandiu as metodologias de biologia molecular para estudos de variabilidade clonal em muitas
espécies bacterianas, incluindo E. coli (CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001). Em algumas técnicas
moleculares de tipagem baseadas em PCR séo utilizados “primers” homdélogos a essas sequéncias,
que apés a amplificacdo geram perfil especifico para cada amostra bacteriana (VERSALOVIC,
KOEUTH e LUPSKI, 1991). Algumas sequéncias repetitivas de DNA tém sido estudadas mais
detalhadamente na bactéria E. coli (CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001), sendo denominadas
Sequéncias Consensuais Intergénicas Repetitivas Enterobacterianas (ERIC).

O numero de copias de sequéncias ERIC varia conforme a espécie do microrganismo. Em
E. coli, alguns autores estimam esse nimero em 30 cépias (DUCHAD, RUSNIOK e FRANGEUL,
2003), enquanto outros relatam nameros variando de 30 a 50 (MARTIN et al., 1992). As sequéncias
ERIC diferenciam-se de outras sequéncias repetitivas presentes em variadas espécies e foram
primeiramente descritas em E. coli, Salmonella Typhimurium e demais membros da familia
Enterobacteriaceae. Estdo presentes apenas em regides intergénicas, dentro de regides transcritas
(HULTON, HIGGINS e SHARP, 1991).

A técnica de ERIC-PCR tem sido utilizada como alternativa aos métodos de tipagem
molecular convencionais para caracterizar enterobactérias, em especial E. coli de origem aviéria,
discriminando cepas nao patogéncias e patogénicas (SILVEIRA, SILVA e CONTRERAS, 1999).

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a diversidade genética de E. coli e E.
coli 0157:H7 em meias-carcagas bovinas quentes e resfriadas de dois matadouros-frigorificos de
grande porte de Goiania, por meio da técnica de ERIC-PCR.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas 111 cepas, sendo 90 de E. coli com sorovar néo identificado e 21 cepas
de E. coli O157:H7, isoladas de superficie de meias-carcagas quentes e resfriadas de bovinos
abatidos em dois matadouros-frigorificos de grande porte localizados em Goiania (GO), submetidos
ao Servico de Inspec¢éo Federal (SIF).

Das 90 cepas de E. coli analisadas, 51 foram isoladas no matadouro-frigorifico A, enquanto
que as outras 39 foram isoladas no matadouro-frigorifico B. No matadouro-frigorifico A, nove
cepas pertenciam a trés meias-carcacas quentes e 42 cepas a sete meias-carcacas resfriadas. No
matadouro-frigorifico B, dez cepas foram isoladas de quatro meias-carcagas resfriadas e 29 cepas
de duas meias-carcacas quentes.

Do total de 21 cepas de E. coli O157:H7, 15 pertenciam ao matadouro-frigorifico A e seis
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cepas ao matadouro-frigorifico B. No matadouro-frigorifico A, E. coli O157:H7 foi isolada de trés meias-
carcagas quentes e de seis resfriadas, enquanto que no matadouro-frigorifico B, trés cepas foram
isoladas de uma meia-carcaga quente e as outras trés cepas de uma meia-carcaga resfriada.

Utilizou-se o par de oligonucleotideos para E. coli O157:H7, com as sequéncias
(5 AAGCTCCGTGTGCCTGAA ‘3) e (5 GTAGGGAAGCGAACAGAG ‘3) (WANG LUO e ROEDER,
1997), cujo gene-alvo é o hlyA.

Para a extragdo de DNA, as culturas estocadas a -20°C em caldo Luria-Bertani (LB)
suplementado com 12% de glicerol foram inoculadas em agar MacConkey para certificacdo da
pureza e incubadas a 37°C/24h. Uma colbnia lactose positiva de cada placa foi inoculada em 5 mL
de Caldo LB e incubada a 37°C/18h em estufa BOD. Apés esse periodo, cada colénia foi centrifugada
a 10.000 rpm/20 min a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em
567 pL de tampéao tris EDTA (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) para extragdo do DNA gendmico,
realizada pela metodologia descrita por Alsubel et al. (1992) com algumas modificagdes (NUNES,
1999). Apds ser seco ao ar, o “pellet” de DNA obtido foi solubilizado em 100 pL de tampao TE (pH
8,0) e armazenado a -20°C.

A qualidade e a concentracdo do DNA foram verificadas em gel de agarose a 0,8% em
0,5 XTBE, sendo a eletroforese realizada a 80V/1h em tampé&o 0,5 XTBE (pH 8,0). O gel de agarose
foi corado com brometo de etidio (0,5 mg/L), visualizado em luz ultravioleta (UV) e posteriormente
fotografado para documentagao. A partir das concentragdes estimadas, mediante comparagao visual
com diluicées do A-DNA em concentragdes conhecidas, foram preparadas diluigdes do DNA tampao
TE (pH 8,0) de forma a se obter 100 ng/5 pL para amplificagao.

Ato continuo adotou-se a técnica de ERIC-PCR, a qual foi realizada em conformidade com
o proposto por Versalovic, Koeuth e Lupski (1991). Para amplificagéo utilizou-se o par de “primers”
ERIC1R (5-ATGTAAGCT CCT GCG GAT TCAC-3)e ERIC 2 (5°-AAF TAAGTGACT GCG GTGAGC
G-'3) (INVITROGEN). A mistura da reacao consistiu em 100 ng de DNA, tamp&o de PCR 1X, dNTP,
Taq DNA Polimerase Recombinante Brasileira. A amplificacéo foi realizada em termociclador com
desnaturacao inicial a 95°C/7 min, seguindo 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C/1 min, anelamento
a 52°C/1 min e extensao a 65°C/8 min. Apds a amplificagéo, os fragmentos foram separados por
eletroforese em agarose a 1,2% com tampéao 0,5 XTBE (pH 8,0) e corrida a 20 V/15 h. O gel foi
corado com brometo de etidio (5 mg/L), visualizado em luz UV e posteriormente fotografado para
documentacgao.

A massa molecular dos fragmentos foi calculada utilizando-se o software “Quantity
One” (Bio Rad) (SILVA e MARTINS, 2006). Com base no numero e tamanho dos fragmentos
foram estabelecidos os perfis de ERIC-PCR. Variagdes na intensidade do fragmento ndo foram
consideradas como fragmentos diferentes.

A construgéo do dendrograma foi efetuada a partir da introdugéo da matriz com os nimeros
equivalentes aos fragmentos de cada perfil no programa NTSYS-PC 2.10 (ROHLF, 2000), usando-
se o coeficiente de pareamento simples.

2.2 ANALISE ESTATISTICA

Calculou-se o indice de discriminagao (ID) da técnica de acordo com o indice de diversidade
de Simpson, conforme descrito por Hunter e Gaston (1998).

As relagcbes genéticas e as divergéncias entre os perfis foram calculadas a partir de
matriz de distancia genética, definida com base na semelhancga entre os diferentes “fingerprints”
e representada em dendrograma construido com o método de analise “Neighbor-joining algoritm”
(KUMAR et al., 1996).

Os dados obtidos nos diferentes perfis do total de cepas, bem como em cada origem foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA “two-way”) e ao teste t de Student bi-caudal, seguindo
metodologia proposta por Costa Neto (1992).

3 RESULTADOS
3.1 PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli

Para melhor caracteriza¢ao, os perfis foram identificados com a letra P seguida do niumero.
Assim sendo, a Tabela 1 apresenta a distribuicdo dos perfis de ERIC-PCR de E. coli isoladas da
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superficie de meias-carcacgas bovinas. Pode-se observar que as 90 amostras analisadas distribuiram-
se em 32 perfis, tendo sido verificadas duas nao tipaveis (NT). No total da amostragem foram
obtidas frequéncias de ocorréncia que variaram de 1,11% a 12,22% nos diferentes perfis. Assim, os
perfis P1 e P2 foram apresentados por 11/90 (12,22%) amostras cada, P9 em 03/90 (3,33%), P10 e
P11 em 02/90 (2,22%) cada, P5 e P6 em 05/90 (5,55%) cada e os perfis P23, P27 e P36 em 01/90
(1,11%) cada.

TABELA 1 — DISTRIBUICAO DOS PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli ISOLADAS DE
SUPERFICIE DE MEIAS-CARCACAS BOVINAS DE DOIS
MATADOUROS-FRIGORIFICOS - GOIANIA/2008

PERFIS DE ERIC-PCR N %
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS
P1 11/90" 12,22
P2 11/90 12,22
P18 01/90 1,11
P19 01/90 1,11
P9 03/90 3,33
P10 02/90 2,22
P11 02/90 2,22
P5 05/90 5,65
P21 01/90 1,11
P22 01/90 1,11
P12 02/90 2,22
P13 02/90 2,22
P23 01/90 1,11
P14 02/90 2,22
P25 01/90 1,11
P6 05/90 5,65
P27 01/90 1,11
P15 02/90 2,22
P32 01/90 1,11
P33 01/90 1,11
P36 01/90 1,11
P7 04/90 4,44
MEIAS-CARCAGAS QUENTES

P8 03/90 3,33
P3 08/90 8,88
P16 02/90 2,22
P4 07/90 7,77
P26 01/90 1,11
P30 01/90 1,11
P35 01/90 1,11
P38 01/90 1,11
P17 02/90 2,22
P39 01/90 1,11
NT 02/90 2,22

"Numero de cepas pertencentes ao perfil sobre o total de cepas analisadas.
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Na Tabela 2 podem ser verificados os perfis de ERIC-PCR obtidos no total de amostras de
E. coli isoladas da superficie de meias-carcagas quentes e resfriadas de cada matadouro-frigorifico.
As isoladas de superficies de meias-carcagas dos matadouros-frigorificos A e B distribuiram-se em
16 perfis.

TABELA 2 - DISTRIBUICAO DOS PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli ISOLADAS DA
SUPERFICIE DE MEIAS-CARCACAS QUENTES E RESFRIADAS, SEGUNDO OS
MATADOUROS-FRIGORIFICOS
A E B - GOIANIA/2008

PERFIL N % N %+
MATADOURO-FRIGORIFICO A TOTAL
MEIAS-CARCAGAS QUENTES
P4 07/09 77.78 07/55 12,72
P26 01/09 1111 01/55 1,81
P39 01/09 111 01/55 1,81
MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS
P1 11/46 23.91 11/55 20,0
P2 11/46 23.91 11/55 20,0
P9 03/46 6.52 03/55 545
P10 02/46 4.35 02/55 3,63
P11 02/46 4.35 02/55 3,63
P5 05/46 1087 05/55 9,09
P23 01/46 217 01/55 1,81
P14 02/46 4.35 02/55 3,63
P25 01/46 2.17 01/55 1,81
P6 05/46 1087 05/55 9,09
P27 01/46 217 01/55 1,81
P33 01/46 2.17 01/55 1,81
P36 01/46 217 01/55 1,81
MATADOURO-FRIGORIFICO B TOTAL
MEIAS-CARCAGAS QUENTES
P8 03/20** 15,00 03/35 857
P3 08/20 40,00 08/35 2285
P16 02/20 10,00 02/35 971
P30 01/20 5,00 01/35  2.85
P35 01/20 5,00 01/35 285
P38 01/20 5,00 01/35  2.85
P17 02/20 15,00 02/35 971
MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS
P18 01/15 6.67 01/35  2.85
P19 01/15 6.67 01/35 285
P21 01/15 6.67 01/35 285
P22 01/15 6.67 01/35  2.85
P12 02/15 13.33 02/35 271
P13 02/15 13.33 02/35 971
P15 02/15 13.33 02/35 971
P32 01/15 667 01/35 285
P7 04/15 26,67 04/35 1142

*Relagéo as amostras totais em determinado Frigorifico.
**Consideram-se 2 amostras NT (n&o tipaveis) no total de isolados de meias-carcacgas quentes.
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3.2 PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli O157:H7

Os perfis de E. coli 0157:H7 foram identificados com as letras PP seguidas do numero. Na
Tabela 3 podem ser verificados os perfis de ERIC-PCR em E. coli O157:H7 no total analisado e nas
amostras isoladas da superficie de meias-carcagas dos dois matadouros-frigorificos. Foram obtidos
quatro perfis de E. coli O157:H7 nas meias-carcacas quentes e resfriadas, ressaltando-se que cinco
nao tipaveis foram verificadas nessas ultimas.

No total de amostras isoladas de superficies de meias-carcagas do matadouro-frigorifico A
(Tabela 3), as 15 cepas analisadas distribuiram-se em seis perfis com percentuais variando de 6,67%
a40,02%. Verificou-se predominio do perfil PP1, apresentado por 06/15 (40,02%) amostras e menor
ocorréncia de PP3 (02/12 - 16,67%) e PP4 (01/12 - 8,33%). Nas amostras resfriadas, os perfis PP1,
PP3 e PP4 foram exibidos por 06/12 (50%), 02/12 (16,67%) e 01/12 (8,33%), respectivamente.

TABELA 3 - DISTRIBUICAO DOS PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli 0157:H7 ISOLADAS DA
SUPERFICIE DE MEIAS-CARCAGAS
BOVINAS — GOIANIA/2008

PERFIL N % N* %*

MATADOURO-FRIGORIFICO A TOTAL

MEIAS-CARCACAS QUENTES

PP6 01/03 33,33 115 6,67

PP7 01/03 33,33 115 6,67

PP8 01/03 33,33 115 6,67
MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS

PP1 06/12** 50,00 06/15 40,02

PP3 02/12 16,67 02/15 13,34

PP4 01/12 8,33 01/15 6,67
MATADOURO-FRIGORIFICO B TOTAL

MEIAS-CARCACAS QUENTES

PP5 01/01 100.00 01/06 16,67
MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS
PP2 03/05*** 60,00 03/06 50,00

*Relagéo as amostras totais em determinado Frigorifico.
**Consideram-se 3 amostras NT (ndo tipaveis) no total de isolados de meias-carcacgas resfriadas.
***Consideram-se 2 amostras NT (ndo tipaveis) no total de isolados de meias-carcacas resfriadas.

Quanto ao total de amostras de E. coli O157:H7 isoladas de superficies de meias-carcagas
do matadouro-frigorifico B, as seis analisadas distribuiram-se nos perfis PP2 e PP5, com predominio
do primeiro, apresentado por 03/06 (60%) amostras, sendo as demais nao tipaveis. Ja o perfil PP5
foi exibido por 01/06 (16,67%) amostra.

3.3 RELAGOES GENETICAS ENTRE AS AMOSTRAS DE E. coli e E. coli 0157:H7

Visando estabelecer as relagdes genéticas existentes entre as amostras foi utilizado o
coeficiente de pareamento simples para a analise dos dados, tendo sido construido dendrograma
de similaridade (Figura 1) a partir dos 40 perfis gerados pelas amostras de E. coli e E. coli O157:H7
isoladas de 20 meias-carcagas quentes e resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B.

A similaridade entre os 40 perfis de E. coli e E. coli O157:H7 variou de 73,60% a 97,70%.
Os perfis foram divididos em dois grupos, Gl e Gll, com similaridade acima de 73,60%. O Grupo
GllI continha apenas um perfil P22, representado por cinco cepas de E. coli isoladas de meias-
carcagas resfriadas do matadouro-frigorifico A. O grupo Gl foi divido em dois subgrupos, Gl.1 e
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Gl.2, com similaridade de 75,60%, no qual o Gl.2 foi representado apenas pelo perfil P40, com o
total de quatro cepas de E. coli isoladas de meias-carcacas resfriadas do matadouro-frigorifico B.
O subgrupo Gl.1 foi dividido em trés “clusters”, A, B e C, com similaridade de 77,30% para os dois
primeiros e de 76,80% para o C. O “cluster” C foi dividido em “subcluster”, representado pelos perfis
P30, P31, P215 e P33 com similaridade de 84,30%. Esses perfis correspondem a meias-carcagas
quentes e resfriadas do matadouro-frigorifico A. O “cluster” B também foi dividido por “subcluster”
com similaridade de 85,50%, representado pelos perfis P10, P11 e P5 com total de nove cepas,
todas isoladas de meias-carcacas resfriadas do matadouro-frigorifico A.

FIGURA 1 - DENDROGRAMA OBTIDO PELA TECNICA DE ERIC-PCR EM CEPAS DE E. coli e
E. coli 0157:H7 ISOLADAS DE MEIAS-CARCACAS QUENTES E RESFRIADAS
DOS MATADOUROS-FRIGORIFICOS
A e B - GOIANIA/2008

As amostras que formam os perfis agrupados em GlI, Gll, Gl.2, Gl.1 e os “clusters”
B e C representam apenas 27,93% do total de amostras. O restante, 72,07% foi agrupado no
“cluster” que engloba um clone. O “cluster” A foi dividido em trés “subclusters” A1, A2 e A3 com
similaridade de 80,80%, sendo que os dois ultimos foram representados por um perfil cada, P18 e
P2, respectivamente. O “subcluster” A1 foi subdividido em dois novos agrupamentos, A1.1 e A1.2,
com similaridade de 81,50%.
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Quando analisados apenas os perfis gerados pelas amostras de E. coli O157:H7 isoladas
de meias-carcagas quentes e resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B verificam-se as relagdes
genéticas existentes entre as mesmas (Figura 2). Nesse dendrograma de similaridade também foi
utilizado o coeficiente de pareamento simples para a analise dos dados.

FIGURA 2 - DENDROGRAMA OBTIDO PELA TECNICA DE ERIC-PCR EM CEPAS DE E. coli
0157:H7 ISOLADAS DE MEIAS-CARCACAS QUENTES E RESFRIADAS DOS
MATADOUROS-FRIGORIFICOS A E B - GOIANIA/2008

A similaridade entre os sete perfis de E. coli O157:H7 variou de 78,00% a 93,00%. Os
perfis foram divididos em dois grupos, GRI e GRIl, com similaridade de 79,80%. O Grupo GRII
foi representado pelos perfis P28 e P31, identificados por cepas de E. coli O157:H7 isoladas de
meias-carcagas resfriadas e quentes do matadouro-frigorifico A, respectivamente. A similaridade
entre esses perfis foi de 83,70%.

O grupo GRI foi divido em dois subgrupos, GRI.1 e GRI.2, com similaridade de 80,70%. O
subgupo GRI.1 foi representado apenas pelo perfil PP5, identificado em uma meia-carcaga quente
do matadouro-frigorifico B. O subgrupo GRI.2 foi dividido em dois “clusters”, GR.a e GR.b, com
similaridade de 84,00%. O GR.b foi representado apenas pelo perfil PP2, com total de trés cepas
de E. coli O157:H7 isoladas de meias-carcacgas resfriadas do matadouro-frigorifico B. O “cluster”
GR.a foi dividido em dois “subclusters”, C e D, com similaridade de 86,40% para o C, representado
apenas pelo perfil PP8 e de 87,20% para o D. O “cluster” D foi novamente dividido em agrupamento,
representado pelos perfis PP1 e PP6, com similaridade de 93,00%. Esses perfis correspondem a
meias-carcacgas resfriadas e quentes do matadouro-frigorifico B, respectivamente.

4 DISCUSSAO

4.1 PERFIS DE ERIC-PCR EM E. coli

A discriminagdo obtida com a técnica de ERIC-PCR foi bastante satisfatéria no total
analisado de E. coli e E. coli 0157:H7, independente do sorovar, com indice de Discriminagéo (ID)
de 0,959. No entanto, ndo foi possivel caracterizar a totalidade da amostragem por essa técnica,
pois elevado percentual (23,81%) das 101 amostras ndo puderam ser tipadas.

A técnica de ERIC-PCR para as amostras de E. coli apresentou ID de 0,948, indicando
a elevada capacidade de discriminagao da técnica para a espécie analisada. Ja o ID apenas de
E. coli O157:H7 foi de 0,841, indicando menor eficiéncia para caracterizagdo desse sorovar na
amostragem analisada.

O ID obtido para o matadouro-frigorifico A, independente do sorovar, foi de 0,921. Esse
indice passou a 0,894 com os resultados do ERIC para E. coli e para 0,757 quando E. coli O157:H7
foi considerada isoladamente. No matadouro-frigorifico B, o ID para E. coli O157:H7 foi de 0,5 em
razdo de poucas cepas serem positivas para E. coli O157:H7 e cinco delas ndo serem tipaveis. Além
disso, as 16 cepas tipadas foram distribuidas em apenas oito perfis.

Os resultados obtidos no presente estudo concordam com os de Mohapatra et al. (2007), que
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verificaram alta capacidade de discriminacdo dos métodos de caracterizacdo molecular utilizados,
como ERIC, BOX e REP-PCR na determinacéo e identificacdo de E. coli isoladas de fezes humanas
e de animais domésticos e selvagens no Canada. Também sdo corroborados pelos resultados de
Moura, Irino e Vidotto (2001) que constataram elevada capacidade de discriminacdo das técnicas
de ERIC e REP-PCR. Esses autores verificaram extensa diversidade genética em cepas de E. coli,
porém em E. coli aviaria.

Na discriminacdo de Salmonella, a técnica de ERIC-PCR foi utilizada com sucesso por
Van Lith e Aarts (1994) e por Milleman et al. (1996), porém Burr, Josephson e Pepper (1998) nao
conseguiram diferenciacéo dos sorotipos utilizando os mesmos “primers”.

Os perfis obtidos mostraram-se exclusivos de cada fonte. No matadouro-frigorifico A, 16
perfis foram obtidos de ERIC-PCR de E. coli para o total de 51 cepas analisadas. No matadouro-
frigorifico B, 17 perfis foram obtidos do total de 39 cepas. Também foram encontrados diferentes
perfis de E. coli isoladas da mesma meia-carcaca.

Em estudo realizado por Mohapatra et al. (2007) foram formados dois “clusters”, permitindo
diferenciar as cepas de E. coli de fezes humanas das cepas isoladas de animais. Ja no presente
estudo foram formados trés “clusters”, mas ndo completamente separados em cepas do mesmo
matadouro-frigorifico ou diferenciados em cepas isoladas de meias-carcacas quentes ou resfriadas.
Foram observados também varios agrupamentos diferentes formados entre as cepas de E. coli
0157:H7.

Dombek et al. (2000) utilizaram as técnicas de REP e BOX-PCR para caracterizacdo
molecular de 208 cepas de E. coli isoladas de fezes humanas e de animais. Obtiveram perfis em 125
isolados de E. coli, sendo que as cepas de fonte humana agruparam-se em quatro “clusters” que,
no entanto, também incluiram duas cepas de aves aquaticas. Os outros isolados de fonte animal
foram agrupados em quatro “clusters” diferentes. O indice de discriminacao das técnicas utilizadas
para diferenciar cepas de E. coli de fonte humana, de vacas, de ovelhas, de patos e de gansos foi
de 93,8%, também inferior ao obtido no presente trabalho.

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada para caracterizacdo epidemiolégica de 40 cepas
enterotoxigénicas de E. coli isoladas de suinos com diarréia e 13 cepas isoladas do ambiente de
criatérios suinos por COSTA et al. (2006). As amostras foram separadas em “clusters”, porém nao
relacionados aos fatores de viruléncia da bactéria e n&do foi demonstrado o poder discriminatério
esperado da técnica de ERIC-PCR pelos autores, contrastando com os resultados aqui descritos.

4.2 PERFIS ERIC-PCR DE E. coli 0O157:H7

Foram obtidos oito perfis de ERIC-PCR de E. coli 0157:H7 isoladas de meias-carcacas
guentes e resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B. O indice de discriminacao entre essas cepas
foi de 0,841, mostrando-se menor que o obtido para E. coli provavelmente em funcéo do reduzido
numero de cepas de E. coli 0157:H7 avaliadas e de terem sido analisadas varias cepas isoladas da
mesma amostra.

Osek (2002) utilizou a técnica de BOX-PCR para relacionar geneticamente cepas E. coli
0157:H7 isoladas de suinos. A metodologia foi sensivel o bastante para revelar diferencas genéticas
entre E. coli O157:H7 de origem suina, apresentando-se como ferramenta rapida e conveniente
para diferenciacéo de E. coli do mesmo sorogrupo.

4.3 RELACOES GENETICAS

Neste estudo, o niUmero de fragmentos formados pela técnica de ERIC-PCR para E. coli e
E. coli O157:H7 variou de um a dezoito.

Pela técnica de ERIC-PCR, Mohapatra, Broersma e Mazumder (2008) obtiveram perfis
com 4 a 13 fragmentos de E. coli isoladas de amostras de fezes de aves, enquanto que pelas
técnicas de REP-PCR e BOX-PCR foram formados perfis com seis a 18 fragmentos. Ja pela técnica
de (GTG), foram obtidos de dez a 25 fragmentos.

Em estudo realizado por Nikam (2004), os perfis de REP-PCR de E. coli isoladas de aves
apresentaram de um a 13 fragmentos, tendo sido verificado 100% de polimorfismo entre as cepas
analisadas. N&do foram observados fragmentos comuns entre os perfis obtidos. Pela técnica de
BOX-PCR, os perfis variavam de um a 11 fragmentos e o polimorfismo foi de 100%. Ja por ERIC-
PCR foram obtidos perfis com dois a 13 fragmentos, verificando-se também 100% de polimorfismo.
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Esses resultados mostram a intensa heterogeneidade, ou diversidade genética das cepas E. coli
isoladas de aves.

Ling et al. (2000) observaram a heterogeneidade genética de cepas de E. coli O157:H7
isoladas de hamburguer de frango e bovino. As cepas foram caracterizadas por ERIC-PCR e cada
uma das 30 amostras analisadas apresentou perfil genético Unico, cujas bandas eram diferentes em
cada perfil, mostrando polimorfismo entre os modelos estudados.

No presente estudo foi constatada a presenca de determinados fragmentos em muitos
perfis, diferenciando-se dos estudos realizados por Nikam (2004) e Ling et al. (2000). Porém néo foi
verificada a presenca constante de um fragmento em todos os perfis obtidos como observado por
Giammanco et al. (2002). Esses constataram trés principais fragmentos e dois menores de massa
molecular entre 200 bp e 1300 bp em todos os perfis de E. coli O157:H7 obtidos, independentemente
da origem das cepas. A presenca constante de um fragmento em todos os perfis obtidos torna a
técnica de PFGE inapropriada para distinguir epidemiologicamente cepas de E. coli 0157:H7 nao
relacionadas entre si.

Giammanco et al. (2002) estudaram 57 cepas de E. coli 0157:H7 de “swabs” coletados
do reto de bovinos e isoladas de casos de pessoas com sindrome urémico-hemolitica e diarréia. A
relacao genética entre essas cepas foi estudada pela técnica de PFGE. Foram obtidos 54 perfis que
apresentavam de 13 a 22 bandas e se agruparam em quatro “clusters”, evidenciando alto poder de
discriminagdo. Essa técnica também possibilitou a demonstragdo da transmisséo horizontal de uma
Unica cepa de E. coli 0157:H7 isolada de duas fazendas, assim como a caracterizacdo de isolados
relacionados a surtos alimentares.

Johnson et al. (1995) utilizaram a técnica de PFGE para a investigacéo de surto de E. coli
0157:H7 veiculado por carne bovina. As cepas isoladas de pacientes resultaram no mesmo perfil
das cepas isoladas da carne analisada, dividido em 20 fragmentos, comprovando a relagéo genética
entre as cepas de E. coli O157:H7 isoladas de pacientes e dos alimentos implicados no surto.

Neste estudo nao foi verificada a transmissédo horizontal de uma Unica cepa de E. coli
0157:H7, tendo em vista que os oito perfis obtidos de E. coli O157:H7 foram distribuidos entre
cepas encontradas apenas nas meias-carcagas das quais foram isoladas.

Analisando os perfis de ERIC-PCR em E. coli aviaria, Moura et al. (2001) verificaram que
esses variavam de oito a 17 fragmentos e obtiveram pela técnica de REP-PCR perfis com seis a
20 fragmentos. As amostras foram agrupadas em quatro “clusters” principais, cada um com 60% de
similaridade, tanto por ERIC-PCR quanto por REP-PCR, correspondendo a cepas com diferentes
graus de patogenicidade. Entretanto, 28/50 (56%) das cepas patogénicas foram agrupadas em dois
grupos externos a trés “clusters” principais e 86% das cepas ndo patogénicas foram agrupadas em
um “cluster” e um subgrupo. Os 32 sorotipos detectados foram distribuidos em todos os “clusters”
com diferentes perfis genéticos, entretanto cepas do mesmo sorotipo tenderam a formar “clusters”
com similaridade maior que 80%.

Os 40 perfis de E. coli e E. coli O157:H7 observados no presente trabalho distribuiram-
se entre os agrupamentos formados, mas a maioria ficou no “cluster” A. E. coli O157:H7, o Unico
sorotipo conhecido, ficou distribuido em oito perfis, dos quais sete agruparam-se no “cluster” A.

A grande diversidade genética observada em E. coli isoladas da superficie da mesma
meia-carcaca ou da mesma amostra sugere contaminagdo com origem em multiplas fontes, ou
coexisténcia de diferentes sorovares na mesma amostra, jA& que se conhece apenas 0 sorovar
0157:H7. A grande diversidade genética poderia ainda ser explicada devido as muitas fontes
de contaminacdo no matadouro-frigorifico, como pele do animal, manipuladores, utensilios,
equipamentos e contaminacdo cruzada por meia-carcaca.

5 CONCLUSAO

No matadouro-frigorifico A foi encontrada maior variedade de perfis, tanto de E. coli quanto
de E. coli O157:H7, que no matadouro-frigorifico B.

Elevada heterogeneidade genética foi observada, tanto em E. coli quanto em E. coli
0157:H7, embora a maioria analisada tenha se agrupado num “cluster” principal.

Os perfis de E. coli O157:H7 mostraram-se exclusivos a esse sorovar e também foram
especificos de cada fonte.

Verificou-se elevada ocorréncia de cepas néo tipaveis de E. coli e E. coli O157:H7, isoladas
da superficie de meias-carcacas quentes e resfriadas dos dois matadouros-frigorificos.
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ABSTRACT

PERFILS DETECTION BY ERIC-PCR OF Escherichia coli AND E. coli 0157:H7 ISOLATED ON BOVINE
CARCASS

The present study aimed to characterize by ERIC-PCR E. coli and E. coli 0157:H7 isolated from bovine carcass
surfaces (with and without refrigeration) from two different slaughterhouse/abattoir at Goias State (Brazil), and
verify the ability of this methodology to identify different isolates of E. coli and E. coli 0157:H7. ERIC-PCR
technique was used for the molecular characterization of 111 samples, and it were obtained 32 fingerprints
separated in 90 isolates of E. coli and eight fingerprints separated in 16 isolates of E. coli 0157:H7. From the
total sample, two isolates of E. coli and five of E. coli O157:H7 were non-typable. The fingerprints varied from
one to 18 bands. ERIC-PCR presented high discriminatory index between E. coli and E. coli 0157:H7 (0.96).

KEY-WORDS: MOLECULAR CHARACTERIZATION; MEAT; PATHOGENIC E. coli.
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